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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体(GPCR)は、細胞内で三量体Gタンパク質と共役する細胞膜受
容体である。一般的にGPCRは細胞膜上で単量体で存在し、受容体として機能すると考えられている。これまでに
我々はGPCRである1型代謝型グルタミン酸受容体とB型γアミノ酪酸受容体が複合体を形成し相互作用する可能性
を明らかにした。本研究では、これらのGPCR複合体とアミロイドβ前駆タンパク質(APP)との複合体形成につい
て評価したが、細胞株を用いた再構成系では再現されなかった。一方、我々はげっ歯類脳の器官培養法を改良す
ることで、アミロイドβ産生の経時的な解析プラットホームを確立した。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are plasma membrane receptors whose 
intracellular domains are coupled to trimeric G proteins. Generally, GPCRs are thought to perform as
 receptors in monomeric form. We have previously shown that type 1 metabotropic glutamate receptors 
and type B gamma-aminobutyric acid receptors may form a complex and interact with each other. In 
this study, we evaluated the complex formation between these complexes and amyloid beta (Aβ) 
precursor protein (APP), which was not reproduced in a reconstituted system using cell lines. On the
 other hand, we have established an analysis platform for Aβ production by improving the organ 
culture method of rodent brain.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老年期認知症の主原因であるアルツハイマー病(AD)は、加齢とともに発症率が増加することから、超高齢化社会
において社会的負担は増加していくことが予想される。ADの原因の1つであるアミロイドβの産生を制御するメ
カニズムを明らかにすることは学術的、社会的に意義のあるものである。本研究で樹立した細胞株ではAPPと
GPCR複合体の相互作用は確認されなかった。この結果は、神経細胞特異的な相互作用機構がある可能性を示して
いる。一方、脳器官培養法を改良し、アミロイドβの産生を長期間連続的に解析できる研究プラットホームを確
立することができた。この結果は、AD治療薬開発に資するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞膜上には多種多様な膜タンパク質が集積し、様々な機能を果たしている。膜タンパク質の

多くは細胞内外の物質や情報のやり取りに関わっており、複数の膜タンパク質が複合体を形成

して 1 つの機能分子を形成することも多い。一方、G タンパク質共役型受容体(GPCR)は単量体

で細胞膜受容体として働き、細胞内で共役する三量体 G タンパク質を介したシグナル伝達を行

っているという考えに基づいて研究が進められてきた。近年の膜タンパク質の構造と機能に関

する解析技術の進歩に伴い、GPCRは細胞内で三量体 Gタンパク質と複合体を形成する一方で、

他の GPCRなどの膜タンパク質と相互作用することが明らかになりつつある。 

 報告者らはこれまでに神経伝達を調節する GPCR である代謝型グルタミン酸受容体

(metabotropic glutamate receptor; mGluR)と B型 γアミノ酪酸受容体(GABAB受容体)が注目し研究

を進めてきた。mGluRは、同種の GPCR分子同士が二量体(ホモダイマー)を形成して受容体とし

て機能し、GABAB受容体は 2 種 GPCR 分子がサブユニットとして二量体(ヘテロダイマー)を形

成して機能することが知られており、報告者らはさらにこれらが四量体以上の複合体を形成し

ている可能性を明らかにしてきた。さらにこれら GPCR 複合体がアルツハイマー病(AD)の原因

物質の一つであるアミロイドベータ(Aβ)の前駆タンパク質(APP)と相互作用し、より大きな複合

体を形成する可能性が示唆されている。しかしながら、これらの膜タンパク質の相互作用が Aβ

産生や GPCR ヘテロ複合体の機能に影響し AD の発症や関連する病態に関わっているか否かに

ついては明らかとなっていない。 

 

２．研究の目的 

報告者らの研究結果や他の研究グループの結果から、GPCRヘテロ複合体のような膜タンパク

質同士の複合体がさらに別の膜タンパク質とより高次の巨大複合体を形成し、シグナル伝達な

どの様々な細胞機能に関わっていることが示唆されている。このような膜タンパク質の巨大な

複合体の分子メカニズムを解明することは生物学の発展と新奇創薬ターゲットの発見に寄与す

ると考えられる。しかしながら、膜タンパク質の巨大複合体の構成要素は複雑かつ流動的である

ため、実態を把握することは非常に困難であり、ほとんど解明されていない。 

本研究ではmGluRや GABAB受容体などの GPCRと APPが形成する巨大複合体のダイナミク

スと形成メカニズムの解明を目指す。GABAB受容体の活性化はシナプス伝達の抑制に関わって

おり、mGluR の活性化は記憶・学習の細胞レベルでの基礎過程であるシナプス可塑性に関わっ

ていることから、これらの複合体形成と機能的な相互作用は、記憶・学習を制御している可能性

がある。これらの相互作用による神経機能の制御

機構の解明を目指して本研究を実施した。 

一方、APPは細胞膜上で 2種類の膜型プロテア

ーゼ(β および γ セクレターゼ)による 2 段階の切

断によって Aβ を産生する。Aβ は γ 切断部位の

違いにより 40アミノ酸残基からなる Aβ40と 42

アミノ酸残基からなる Aβ42 などが知られてい

る。Aβ42 は強い凝集性があり、オリゴマーは細

胞毒性やシナプス毒性を示すことが明らかにさ

れている。そこで、APPや Aβなどの APP切断産

本研究で注目した細胞膜タンパク質の複合体。
(A)従来 GPCRは単独で受容体として機能する
と考えらえてきた。(B)近年、GPCRは他の受容
体や膜タンパク質と相互作用することが示唆
されている。 



物と GPCR 複合体の相互作用が、このような細胞障害性に関わっている可能性を検証する。Aβ

はさらに凝集し脳内に沈着することで、アルツハイマー病の代表的な病理である老人斑となる。

そのため、上記の相互作用が ADの発症や関連病態の解明につながる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

これまでに多くの先行研究において、GPCR 同士の複合体や GPCR と他の膜タンパク質の複

合体形成や機能的な相互作用が報告されているが、不十分な解析で疑問視される結果も多い。そ

の多くの研究が細胞株に一過的に過剰発現させた GPCR による評価であることから、非生理的

な作用である可能性が示唆されている。そこで報告者は標的分子をテトラサイクリン誘導性に

目的分子を発現する細胞株を作製し、複合体形成と機能的な相互作用について解析を行った。 

GPCRの機能を評価するためには、細胞内のシグナル伝達をリアルタイムでモニターする必要

がある。そこで、三量体 G タンパク質を介した GPCRのシグナル伝達の評価方法の確立を目指

した。三量体 Gタンパク質は GTPアーゼ活性を持つ αサブユニットと、βγ複合体の 3つのサブ

ユニットからなり、α サブユニットの種類によって Gs、Gi、Gqなどに分類される。Gsタンパク

質はアデニル酸シクラーゼを活性化し、Gi タンパク質はアデニル酸シクラーゼを抑制すること

で細胞内の環状 AMP(cAMP)シグナルの調節を行う。Gqタンパク質は、ホスホリパーゼ C を活

性化することでジアシルグリセロールと細胞内カルシウムシグナルを惹起する。報告者らはウ

イルスベクターによる遺伝子発現方法を改良し、細胞内カルシウムシグナルと cAMP シグナル

をライブセル・イメージングにて評価できる測定系を確立し、mGluRと GABAB受容体のシグナ

ル伝達について評価を実施した。 

 GPCR との複合体形成や機能的な相互作用によって APP の切断がどのような制御を受けるか

について評価するために、APP切断産物である Aβの分泌を評価するための解析モデルの確立を

試みた。生体内に近い環境で効率的に Aβの産生を評価するために、脳内の環境と神経回路をあ

る程度保持し生体外で長期の維持が可能な脳器官培養の 1種であるスライス培養法を改良した。 

 

４．研究成果 

(1) GABAB受容体は、GABABR1と GABABR2の 2つの GPCRが 2量体と形成することで機能す

る。GABABR1は GABAなどのリガンドと結合し、GABABR2は細胞内で三量体 Gタンパク質と

共役する。報告者は、GABAB受容体の両サブユニットを安定発現する細胞株を作製し、さらに

樹立した細胞を用いて、Gq/G11 共役型の mGluR である 1 型 mGluR(mGluR1)と 5 型

mGluR(mGluR5)をそれぞれテトラサイクリン誘導性に発現する細胞を作製した。 

(2) APP の切断産物である sAPP が GABABR1 の細胞外ドメインの一部である Sushi ドメインと

相互作用し、シナプス機能を制御している可能性が示唆

されている。報告者らは、作製した GPCR複合体安定発

現細胞株を用いて相互作用の評価を行ったところ、上記

の相互作用は確認されなかった。 

 GABAB受容体は細胞内で Gi/Go 型の三量体Ｇタンパ

ク質と共役しており、活性化によってアデニル酸シクラ

ーゼを抑制し、cAMPシグナルを抑制する。そこで、細

胞内の cAMP を測定する cADDis システムを活用し、

GABAB 受容体の細胞内シグナルの評価をライブセル・

イメージングで行うことが可能とした。さらに mGluR1

 
初代培養神経細胞における cAMP セン
サーの発現。バキュロウイルスベクタ
ーを用いて遺伝子導入を行った。 



の活性化によってGABAB受容体のシグナル伝達が調節されることについて樹立した細胞株を用

いて再現した。 

(3) Aβは APPから βセクレターゼ(BACE)と γセクレター2段階の切断によって産生されるペプ

チドである。産生される Aβの多くは Aβ40であるが、全体の約 10%は疎水性がより強くアミロ

イド線維を形成しやすい Aβ42 である。報

告者は培養期間中の APPと BACE1の発現

量の変化を明らかにし、セクレターゼ阻害

剤による Aβ 産生の調節機構が保持されて

いることを明らかにした。さらに培養海馬

スライス 1 枚あたりの Aβ40 の産生量は一

時間あたり 2.68±0.82pg であることが分か

った。さらに、Aβ40と Aβ42産生量を経時

的に定量し、Aβ42産生量が生体内と同じく

全体のおおよそ10%前後に保たれているこ

とを明らかにした。さらに、マウスとラッ

トの海馬培養スライスの Aβ 分泌量を比較

したところ、スライスに含まれる総タンパ

ク質量に対する分泌量は等しく、おおよそ

1.7pg／μgであった。 

mGluR と GABAB受容体が形成する複合体と APP 切断の関係については不明であったが、上

記の結果は、ラット海馬のスライス培養が APP 切断および Aβ 分泌の評価系として有用である

ことを示すものである。さらに報告者は、アデノ随伴ウイルスを用いた培養スライスへの遺伝子

導入法について確立した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
海馬スライス培養を用いたAPP切断の評価系の確立。
(A)培養海馬スライス。抗 NeuN抗体で神経細胞を染色
したもの。スケールバー：500μm。(B,C)ラットとマウ
ス海馬由来のスライス培養から分泌される Aβ40量の
比較。(D)１時間あたりの Aβ40 分泌量。(F)Aβ42 と
Aβ40の分泌量比。 
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